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протизапальна дія фулерену С60 при ад’ювантному 
артриті у щурів

Досліджено протизапальні властивості немодифікованого фулерену С60 (FC60) при експерименталь-
ному ад’ювантному артриті у щурів лінії Вістар. Визначено, що при інтраперитонеальному його 
веденні (50 нг) виявляються протизапальні та хондропротекторні дії у фазу розвитку системних 
проявів. Ефект реалізовувався обмеженням локального запалення ураженої кінцівки, нормалізаці-
єю маси та зниженням температури тіла. Введення FC60 сприяло вірогідному зниженню числа 
лейкоцитів і швидкості осідання еритроцитів, концентрації сіалових кислот і церулоплазміну, 
пригніченню процесів дегенерації хрящової тканини суглобів щурів. Зроблено висновок, що терапе-
втична ефективність немодифікованого FС60 при експериментальному ад’ювантному артриті є 
подібною з дією водорозчинних форм фулеренів. Результати обґрунтовують подальші дослідження 
немодифікованого FС60 для розробки перспективних засобів патогенетичної терапії ревматоїдного 
артриту у клініці.
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ВСТУп

сьогодні фулерен с60 (FC60) – перспективний 
і важливий фармакологічний агент у сучас-
ній наномедицині та може розглядатись як 
основа для отримання нових високотехноло-
гічних матеріалів і препаратів [12, 23]. Він є 
алотропною формою вуглецю з унікальною, 
стабільною хімічною структурою, завдяки 
якій забезпечується різноманітність ради-
кальних взаємодій, біосумісність, низька 
імунотоксичність та адресне постачання до 
різних клітин-мішеней, що значною мірою 
визначає його широкий спектр застосування 
в медицині [11].

Найбільш детально досліджено та під-
тверджено позитивний ефект використання 
FC60 і його модифікованих похідних при 
різних патологічних станах кісткової ткани-
ни, зокрема – при артритах, що зумовлений 
пригніченням процесів формування мат-
риксу та продукції його металопротеїназ-1, 
-3, -13, апоптозу і передчасного старіння 
хондроцитів [34], суттєвим інгібуванням 

відповіді попередників остеокластів на 
ліганд рецептора активатора ядерного фак-
тора транскрипції kВ /RANK, включаючи 
диференціювання остеокластів і резорбцію 
кістки in vitro [32]. 

Внутрішньосуглобове введення водо-
розчинного FC60 при експериментальному 
ад’ювантному артриті (АА) у щурів зменшує 
кількість остеокластів, резорбцію кістки і 
деструкцію кісткової тканини [32], знижує 
дегенерацію суглобового хряща при осте-
оартриті у кролів [34]. Зроблено висновок, 
що водорозчинний FC60 може мати хондро-
протекторні властивості у пацієнтів з осте-
оартритом.

Нами в попередньому дослідженні не-
модифікованого FC60 отримані дані про 
можливість його впливу на активність іму-
нологічних процесів внаслідок пригнічення 
фагоцитозу, адгезії тощо [3–6].

Мета нашої роботи – вивчення проти-
запальних властивостей немодифікованого 
FC60 при АА у щурів. 
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МЕТОДИКА

Дослідження проведено на 40 щурах-самцях 
лінії Вістар (250–280 г), які знаходились у 
стандартних умовах віварію, відповідно до 
дозволу комісії з етичних питань та біое-
тики Української медичної стоматологічної 
академії. 

Тварини були поділені на 5 груп по 8 
щурів у кожній. До І групи ввійшли інтактні 
щури, до ІІ (контрольної) – тварини яким 
вводили стерильний фосфатно-сольовий 
буфер (ФсБ, рН 7,2) одноразово по 100 мкл 
у праву задню лапу субплантарно. Тваринам 
ІІІ, IV i V – індукували розвиток експеримен-
тального АА одноразовим введенням 0,1 мл 
стерильного повного ад’юванта Фрейнда у 
праву задню лапу субплантарно [1]. Через 
14 діб після індукції АА тваринам ІІІ групи 
вводили по 100 мкл стерильного ФсБ у праву 
задню лапу (раз на добу, впродовж 15 діб, 
субплантарно), IV – препарат порівняння – 
метотрексат (МТХ; “Лахема”, Чехія) в дозі 
0,6 мг/кг (раз на тиждень, впродовж 15 діб, 
внутрішньом’язово); V – водну дисперсію 
Fс60 у дозі 50 нг у 100 мкл стерильного ФсБ 
(раз на добу, впродовж 15 діб, інтраперито-
неально) [27]. Водну дисперсію немодифі-
кованого Fс60 отримували перемішуванням 
чистого Fс60 (“Sigma”, сША) в стерильній 
деіонізованій воді за асептичних умов на 
магнітному змішувачі впродовж 2 міс [18]. 

проводили щодобовий моніторинг стану 
тварин впродовж 30 діб. Розвиток АА оці-
нювали в динаміці за клінічними ознаками: 
інтенсивність запалення у правій задній лапі 
(вимірювання діаметра лапи), зміни серед-
ньої маси тіла щурів (контроль зважуванням) 
і температури тіла (вимірювання ректально 
електронним термометром у вечірній час) 
[25]. Евтаназію тварин проводили під тіо-
пенталовим наркозом на 30-ту добу експе-
рименту, кров забирали у стерильні шприци 
з правого передсердя серця щурів.

підраховували кількість лейкоцитів і 
визначали швидкість осідання еритроцитів 

(ШОЕ) у крові щурів за загальноприйнятими 
методами. Концентрацію церулоплазміну і 
сіалових кислот досліджували колориметрич-
ним методом [1, 2]. 

Для гістологічного дослідження у щурів 
відбирали колінні суглоби з фрагментами 
кісток стегна і гомілки, тканини фіксували 
у 10%-му розчині нейтрального формаліну, 
декальцинували у 10%-му розчині етилендіа-
мінтетраоцтової кислоти, заливали у парафін, 
зрізи забарвлені гематоксилін-еозином оці-
нювали за допомогою світлового мікроскопа 
Leica DM500 (“Leica”, Німеччина) [1]. 

статистичну обробку виконували за до-
помогою програми Statistica 6.0 (“StatSoft”, 
сША) з обчисленням середнього (М) і 
стандартної помилки середнього (m). До-
стовірність відмін визначали за допомогою 
критерію t стьюдента та тесту Уілкоксона. 
Відмінності між групами вважали статистич-
но достовірними при Р<0,05. 

РЕЗУЛьТАТИ ТА їх ОБГОВОРЕННЯ

Для вивчення протизапальних властивостей 
немодифікованого  Fс60 при АА у щурів нами 
для приготування розчину Fс60 була обрана 
методика  Dhavan та співавт. [18], яка дає 
змогу отримати агрегати наночастинок з діа-
метром 176–221 нм, концентрацією в розчині 
0,18–0,26 мг/л з переважно сферичною або 
гексагональною формою та багатошаровою 
будовою [22].

спостереження за тваринами інтактної 
і контрольної груп впродовж 30 діб не по-
казало змін у їх стані. У групі тварин з АА 
знижувалася локомоторна активність, відмі-
чено млявість, запальні зміни великих і малих 
суглобів передніх і задніх лап: поодинокі, 
а в деяких випадках невиражені локальні 
еритемні набряки в ділянці проксимальних 
фалангових, п’ясних або зап’ясних суглобів 
лап. Такі ознаки розвивалися поступово, ви-
ражені прояви реєструвались у всіх тварин 
переважно на 13–14 добу після індукції. У 
групах тварин, яким вводили Fс60 або МТХ 
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проявлявся помірний розвиток клінічних 
ознак АА. 

Введення ад’юванта Фрейнда тваринам 
викликало появу первинної запальної реакції 
в місці ін’єкції через 3 год у вигляді гіпере-

мії і набряку (рис. 1,а). Значне збільшення 
діаметра правої задньої кінцівки починалось 
з 11–14-ї доби і продовжувало зростати всі 
наступні доби спостереження на відміну від 
інтактних і контрольних тварин. Введення 

протизапальна дія фулерену с60 при ад’ювантному артриті

Рис. 1. середні значення діаметра правої задньої лапи (а), температури (б) і маси тіла (в) щурів під час розвитку ад’ювант-
ного артриту (АА): 1 – інтактні, 2 – контрольні щури, які отримували фосфатно-сольовий буфер (ФсБ), 3–5 – дослідні 
тварини, які під час розвитку АА отримували ФсБ, метотрексат і фулерен с60 відповідно. За віссю абсцис – доби після 
індукції АА у щурів
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Fс60  щурам з АА зменшувало діаметр запале-
ної кінцівки і гіперемію шкіри протягом спо-
стереження. під впливом МТХ у них незначно 
зменшувався діаметр запаленої кінцівки.

Контроль за температурою тіла щурів 
виявив два піки: перший пік – на 1-шу добу 
після введення ад’юванта Фрейнда (розвиток 
фази локального запалення) з наступним зни-
женням, і другий – на 12–13-ту добу (розви-
ток фази системного запалення) з наступним 
зниженням значень показників до 30-ї доби 
(див. рис. 1,б). У групах, які отримували Fс60 
і МТХ, згладжувалися пікові показники тем-
ператури у порівнянні з хворими тваринами.

Маса тіла тварин з АА поступово знижу-
валася, починаючи з 14-ї доби, на відміну від 
тварин інтактної і контрольної груп, у яких 
відмічено поступове збільшення значень по-
казників (див. рис. 1,в). У тварин, яким вво-
дили Fс60 і МТХ, маса тіла підтримувалася 
на одному рівні без вираженого зниження.

Кількість лейкоцитів у тварин з АА до-
стовірно збільшувалась (рис. 2,а). Введення 
їм FC60  сприяло зниженню числа лейкоцитів 
практично до значень інтактних тварин. пре-
парат порівняння МТХ діяв односпрямовано.

поява лейкоцитозу у хворих тварин су-
проводжувалася достовірним збільшенням 
ШОЕ у порівнянні з інтактною групою 
(див. рис. 2,б). Використання FC60  і  МТХ 
призводило до однакового зниження цього 
показника (Р<0,05).

Розвиток АА призводив до вірогідного 
збільшення концентрації маркера запалення 
церулоплазміну і сіалових кислот (рис. 3). 
У тварин, які отримували FC60 ці показники 
знижувалися (Р<0,05), а МТХ сприяв достовір-
ному зниженню тільки вмісту церулоплазміну.

при гістологічному дослідженні було 
відмічено, що у нормальному колінному 
суглобі синовіоцити розміщені в один шар і 
неінфільтровані запальними клітинами (рис. 
4,а). при АА проліферація синовіоцитів від-
мічалася від 3 до 8 шарів з утворенням пан-
нуса. суглобовий хрящ ерозивний і інфіль-
трований запальними клітинами (зубчаста 
інфільтрація мононуклеарними клітинами). 
спостерігалися дегенерація з частковою 
ерозією хряща, деструкція кісткового мозку, 
численна інфільтрація і запальна ексудація у 
поверхню суглоба (див. рис. 4,б).

Введення тваринам з АА FC60 призводило 
до зменшення ступеня морфологічних змін 
суглобів, який був порівнянним за ефектом 
з МТХ (див. рис. 4,в). 

Результати проведених досліджень по-
казують наявність виражених протизапаль-
них властивостей у FC60, які проявлялись у 
зменшенні ознак локальної запальної реакції, 
стабілізації температури і маси тіла тварин, 
зниженні числа лейкоцитів і ШОЕ, вмісту 
церулоплазміну і сіалових кислот.

АА розвивається у щурів як системне 
аутоімунне захворювання з хронічним запа-
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Рис. 2. середні значення кількості лейкоцитів (а) та швидкості осідання еритроцитів (ШОЕ; б) у досліджуваних групах 
щурів: 1 – інтактні, 2 – контрольні щури, які отримували фосфатно-сольовий буфер (ФсБ), 3–5 – дослідні тварини, які 
під час розвитку ад’ювантного артриту отримували ФсБ, метотрексат і фулерен с60 відповідно. *Р<0,05 щодо значень 
інтактних тварин; **Р<0,05 щодо значень у тварин, які отримували ФсБ під час розвитку захворювання
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ленням суглобів, деструкцією хрящів, вира-
женою резорбцією і проліферацією періосту 
кісток та позасуглобовими ураженнями [13, 
31], в патогенезі яких лежать клітинні і гумо-
ральні механізми імунних реакцій. 

З одного боку, на 10–14-ту добу АА роз-
виваються клітинно-опосередковані реакції 
з переважною активацією Т-хелперів 1-го 
типу, які у великих кількостях продукують 
прозапальні цитокіни, зокрема інтерлейкіни 
(ІЛ): ІЛ-1, ІЛ-6 і фактор некрозу пухлин a 
(ФНп-a). Цитотоксичними ефектами про-
запальних цитокінів, і перш за все ФНп-a, 
зумовлені основні прояви захворювання – 
хронічний синовіт, деструктивні ураження 
хряща і кістки. ФНп-a запускає механізм ак-
тивації факторів транскрипції (NF-kB, АР-1, 
JNK), які регулюють гени, що кодують синтез 
прозапальних цитокінів та інших медіаторів 
запалення. Зі вмістом прозапальних цитокінів 
ІЛ-6 та ФНп-a взаємопов’язаний розвиток 
структурно-метаболічних змін запального 
характеру, втрата локомоторної активності і 
підвищення температури, що супроводжують 
АА [25]. 

Застосування FC60 на фоні розвитку АА 
показало зниження гіперемії і набряку лап, 
нормалізацію маси і температури тіла, стабі-
лізацію таких показників запальної реакції, 
як число лейкоцитів і ШОЕ. Можливий ме-
ханізм такого впливу лежить у пригніченні 
за допомогою FC60 підвищеної продукції 
прозапальних цитокінів. Це підтверджують 

раніше проведені дослідження на керати-
ноцитах. Відповідно до цих даних FC60 
пригнічує запальну реакцію блокуванням 
синтезу прозапальних цитокінів ІЛ-6, ІЛ-8 
та ФНп-a [9, 20]. 

Ще одним аргументом на користь інгібу-
вання FC60 синтезу цитокінів стали односпря-
мовані зміни в групі тварин, які отримували 
МТХ, що вважається «золотим стандартом» 
базової терапії ревматоїдного артриту, одним 
із можливих механізмів реалізації протиза-
пальної дії якого (пригнічення гіперемії і 
набряку лап, нормалізація маси і температури 
тіла) [19, 29], є блокування синтезу про- і 
протизапальних цитокінів, ІЛ-1b і ІЛ-10, які 
у свою чергу стимулюють активацію лейко-
цитів [17]. 

Другим, не менш важливим і значущим 
фактором патогенезу АА є гуморальні меха-
нізми імунної відповіді. Вони реалізуються 
гіперпродукцією аутоантитіл (ревматоїдного 
фактора або антинуклеарних антитіл), що 
зумовлюють деструктивний вплив на кіст-
кову та хрящову тканини, відіграючи роль 
хемоатрактантів нейтрофілів, стимулюють 
вивільнення фібробластами і хондроцитами 
ферментів і реакційноздатних метаболітів 
кисню, запускають активацію остеокластів, 
що призводить до ураження сполучної тка-
нини суглобів [14]. 

Нами отримані результати про зниження 
під впливом FC60 концентрації церулоп-
лазміну і сіалових кислот, в основі якого, 
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Рис. 3. середні значення показників концентрації церулоплазміну (а) та сіалових кислот (б) у досліджуваних групах 
щурів: 1 – інтактні, 2 – контрольні щури, які отримували фосфатно-сольовий буфер (ФсБ), 3–5 – дослідні тварини, які 
під час розвитку ад’ювантного артриту отримували ФсБ, метотрексат і фулерен с60 відповідно. *Р<0,05 щодо значень 
інтактних тварин; **Р<0,05 щодо значень у тварин, які отримували ФсБ під час розвитку захворювання
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ймовірно, лежить здатність пригнічувати 
окисний стрес, як показано дослідженнями 
in vitro [26]. 

Церулоплазмін, відповідно до сучасних 
поглядів, є маркером гострої фази запален-
ня [10], синтезується переважно клітинами 
печінки і ендотеліоцитами легень, де він 
захищає органи від оксидативного ушкоджен-
ня. Висока концентрація церулоплазміну у 
тварин з АА узгоджується з сучасними уяв-
леннями про роль мідьвмісних ферооксидаз у 
механізмах запалення при аутоімунних захво-
рюваннях [7]. За даними Chen і співавт. [16] і 
Johnston i співавт. [21], водорозчинний FC60 
і його похідні можуть проявляти антиокси-
дантні властивості у печінці блокуванням 
активності цитохрому Р450, що дає змогу 
попередити розвиток запалення і, таким чи-
ном, знизити рівень синтезу церулоплазміну. 
Це спостерігалось і в наших дослідженнях, 
і, ймовірно, реалізовувалося подібними ме-
ханізмами.

Розвиток запальних процесів при АА 
супроводжується порушенням тканинного 
метаболізму суглобів, деполімеризацією 
глікопротеїнових комплексів з появою у 
сироватці крові продуктів розщеплення біл-
ково-вуглеводних комплексів і сіалових кис-
лот [8], а також підвищенням рівня синтезу 
глікопротеїнів – гексоз, гексозамінів, фукоз, 
нейтральних моноцукрів, в тому числі і сіа-
лових кислот [28]. 

У раніше проведених дослідженнях 
показано зниження концентрації сіалових 
кислот при введенні водорозчинного FC60, 
що свідчить про його здатність стабілізувати 
тканинні структури суглобів [33]. Нами також 
отримані подібні результати при використан-
ні немодифікованого FC60.

Дані про позитивний вплив водорозчин-
ного FC60 на експериментальній моделі осте-
оартриту, викликаного резекцією медіального 
меніска і медіальної колатеральної зв’язки 
у кролів [24] та експериментальному АА у 
щурів [22] дуже подібні до наших результатів 
дослідження. 

Рис. 4. Морфологічні зміни у колінному суглобі щурів: 
а – інтактні тварини; б –щури, які отримували фосфат-
но-сольовий буфер (ФсБ) під час розвитку ад’ювантного 
артриту (АА); в – щури, які отримували фулерен с60 під 
час розвитку захворювання. Шкала – 100 мкм
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Однак в обох експериментальних моде-
лях було використано внутрішньосуглобове 
введення водорозчинного FC60. У нашій 
роботі виражений терапевтичний ефект від-
значався при інтраперитонеальному введенні 
немодифікованого FC60. Нещодавно було 
встановлено, що еритроцити можуть активно 
поглинати FC60 за допомогою інтерналізації 
та забезпечувати його транспортування з 
системним кровообігом до різних органів 
[24]. Ймовірно, позитивний вплив FC60 при 
інтраперитонеальному введенні буде поси-
люватися внаслідок стабілізації мембран 
еритроцитів на фоні окисного стресу при АА. 

Відомо, що вплив наночасточок на розви-
ток запальної відповіді в організмі значним 
чином залежить від їх розміру, поверхневої 
площі молекули і можливості приєднання до 
неї різних радикалів [15]. 

У використаній нами експериментальній 
моделі АА введення немодифікованого FC60 
і препарату порівняння МТХ починали через 
14 діб після індукції, враховуючи стадійність 
розвитку запалення, коли з 10–14-ї доби 
різко загострювалися прояви захворювання, 
формувалися системні зміни, які з 23-ї доби 
переходили у хронічну стадію [30]. У ці стро-
ки в результаті в основному клітинно-опо-
середкованих імунологічних реакцій з пере-
важанням Т-хелперів 1-го типу відбувається 
гіперпродукція прозапальних цитокінів ІЛ-1, 
ІЛ-6 та ФНп-a (зберігається до 20-ї доби), 
котра зумовлює основні прояви захворювання 
– хронічний синовіт, деструктивні ураження 
хрящової та кісткової тканини суглоба. при 
цьому, знижується анаболізм протеогліканів 
у суглобах, яке є відображенням системних 
змін хряща і відповідає максимальному об-
меженню рухливості тварин [25]. FC60 про-
являв протизапальну та хондропротекторну 
дію при АА у фазу розвитку системних про-
явів, коли відмічаються найбільше виражені 
зміни у хрящовій тканині. Ефект FC60 про-
являвся обмеженням локального запалення 
ураженої кінцівки, нормалізацією маси та 
зниженням температури тіла, зменшенням 

числа лейкоцитів і ШОЕ, зниженням вмісту 
церулоплазміну і сіалових кислот, процесів 
дегенерації хрящової тканини суглобів. 

порівняння властивостей водорозчинної 
форми FC60, відповідно до літературних 
даних, і немодифікованого FC60, отриманих 
у нашому дослідженні, доводить, що його 
терапевтична ефективність у фазу розвитку 
системних проявів є подібною до дії водороз-
чинних форм при експериментальному АА. 
Одержані результати обґрунтовують подаль-
ші дослідження немодифікованого FC60 для 
розробки перспективних засобів патогенетич-
ної терапії ревматоїдного артриту у клініці.

ВИСНОВКИ

1. Розвиток АА у щурів призводив до запаль-
них змін у суглобах і системних проявів, які 
мали циклічний характер. Введення МТХ 
достовірно зменшувало ступінь як локальної 
запальної реакції, так і системних проявів.

2. Експериментальна терапія щурів із 
АА за допомогою немодифікованого Fс60 
обмежує розвиток локального запалення та 
системної відповіді з ефектом та силою по-
дібним дії МТХ.

3. протизапальна та хондропротекторна 
дія немодифікованого Fс60 при АА найбільш 
виражена у фазі розвитку системних проявів.

Ця робота є фрагментом науково-дослід-
ної роботи, що фінансується Міністерством 
охорони здоров’я України № 0109U001628 
«Розробка методів імуномодуляції з викорис-
танням наночастинок».

Т.В. Мамонтова, М.В. Микитюк, Н.А Боброва, 
Л.А Куценко, Л.э. Веснина, И.п. Кайдашев

пРОТИВОВОСпАЛИТЕЛьНОЕ ДЕЙСТВИЕ 
ФУЛЛЕРЕНА С60 пРИ АДъЮВАНТНОМ АР-
ТРИТЕ У КРЫС

Исследованы противовоспалительные свойства немоди-
фицированного фуллерена с60 (FC60) при адъювантном 
артрите у крыс линии Вистар. Определено, что при 
интраперитонеальном его введении (50 нг) проявляются 
противовоспалительные и хондопротекторные свойства в 
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фазу развития системных проявлений. Эффект реализовы-
вался ограничением локального воспаления поврежденной 
конечности, нормализацией массы и снижением темпера-
туры тела. Введение FC60 способствовало достоверному 
уменьшению количества лейкоцитов и скорости оседания 
эритроцитов, концентрации сиаловых кислот и церуло-
плазмина, угнетению процессов дегенерации хрящевой 
ткани суставов крыс. сделан вывод, что терапевтическая 
эффективность немодифицированного FC60 при экспе-
риментальном адъювантном артрите является сопоста-
вимой с действием водорастворимых форм фуллеренов. 
Результаты обосновывают дальнейшие исследования 
немодифицированного FC60 для разработки перспектив-
ных средств патогенетической терапии ревматоидного 
артрита в клинике.
Ключевые слова: наночастицы, фуллерен с60, адъювант-
ный артрит. 

T.V. Mamontova, M.V. Mikityuk, N.A. Bobrova, 
L.A. kutsenko, L.E. Vesnina, I.P. kaidashev

THE ANTI-INFLAMMATORY EFFECT  
OF FULLERENE C60 ON ADJUVANT 
ARTHRITIS IN RATS

The аnti-inflammatory properties of non-modified fullerene 
C60 (FC60) by adjuvant arthritis in Wistar rats have been stud-
ied. It was shown that the intraperitoneal introduction of FC60 
(50 ng) reveals an anti-inflammatory and chondroprotective 
actions in the phase of systemic manifestation of adjuvant 
arthritis. The effect was carried out by limitation of inflam-
mation of damaged limb, normalization of body weight, the 
decrease in body temperature. Introduction of FC60 promote 
the reduction of leukocyte level, the erythrocyte sedimenta-
tion rate, concentrations of sialic acids and the ceruloplasmin 
levels, processes degeneration of cartilaginous tissues of the 
joint of rats. It has been concluded that the therapeutic ef-
fectiveness of non-modified FC60 in experimental adjuvant 
arthritis is comparable with the action of water-soluble forms 
of fullerenes. The results substantiate the future investigations 
of non-modified FC60 for design of therapeutic agents for treat-
ment of rheumatoid arthritis in clinics.
Key words: nanoparticles, fullerene C60, adjuvant arthritis
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